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摘要 :【 目 的 】 本 研究 旨 在 克隆 获得 家 符 Bombyx mori Caspase 家 族 基因 ,并 通过 RNAi 技术 初步 分 析 其 在 家 看 细胞 
水 平 细 胞 凋 亡 中 的 功能 。[( 方 法 】 用 cDNA 末端 快速 扩 增 方法 (rapid amplification of cDNA ends, RACE) 克隆 家 看 
Caspase 家 族 一 个 新 基因 ,用 RNAi 和 流 式 细 胞 术 初 步 分 析 该 基因 在 家 乍 细胞 凋 亡 中 的 功能 。【 结 果 】 将 克隆 获得 的 
ZE Caspase 家 族 基 因 命 名 为 BmCaspase-X, 其 全 长 为 2 105 bp, 开 放 阅 读 框 长 为 1494 bp, 编 码 497 aa, 分 子 量 为 
57.8 kDa, FH HN 5.29, BmCaspase-X 含有 Caspase 特有 的 结构 位 点 。 系 统 进 化 分 析 表 明 , BmCaspase-X 与 家 看 
ICE 同 其 他 昆虫 Caspase-4 同 源 物 先 聚 在 一 起 ,再 与 具有 长 前 体 结 构 域 的 昆虫 其 他 因子 聚 为 一 类 。RNAi 初步 结 
显示 该 基因 干扰 后 没有 出 现 明 显 的 细胞 凋 亡 。 【结论 】 BmCaspase-X 具有 典型 Caspase 特征 ,属于 Caspase 家 族 成 员 。 
目前 RNAi 实验 结果 表明 BmCaspase- 半 未 能 引起 家 三 细 胞 凋 亡 的 改变 。 本 文 为 进一步 研究 该 基因 的 功能 莫 定 基础 。 
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Abstract: [Aim] The present study aims to clone Caspase family gene in Bombyx mori and to investigate 
its function preliminarily using RNAi. [Methods] A new gene of Caspase family was cloned by rapid 
amplification of cDNA ends ( RACE) , and then its functions in apoptosis were analyzed by RNAi and 
flow cytometry. [Results] The cloned Caspase family gene was denominated BmCaspase-X in B. mori, 
the full length is 2 105 bp, and the open reading frame is 1 494 bp, coding a protein of 497 aa with an 
estimated molecular mass of 57. 8 kD and pl of 5. 29. BmCaspase-X contains the typical characteristics of 
Caspase family. Phylogenetic analysis showed that BmCaspase-X and ICE of the silkworm cluster with 
Caspase-4 homologs from other insects firstly, and then cluster with Caspase members with long precursor 
structure domain from other insects. RNAi of BmCaspase-X in BmE-SWUI cells did not cause significant 
apoptosis effect. [ Conclusion] The new BmCaspase-X , with the typical characteristics of Caspase family, 
should be classified into the Caspase family. The preliminary RNAi data show that BmCaspase-X seems 
not to cause apoptosis in silkworm cells. This study lays a foundation for further functional investigation 
on BmCaspase-X. 
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细胞 凋 亡 是 一 种 高 度 保守 的 机 体 稳 态 调控 机 
ill ,从 秀丽 隐 杆 线虫 Caenorhabditis elegans 到 哺乳 动 
物 Mammal 细胞 凋 亡 程序 的 局 动 最 终 均 会 导致 一 类 
^E C 2A RR CK. AC SAPE T SR H NS ( cysteine proteinases 
with specificity for aspartic acid residues, Caspases ) 的 
Wb. MOKSüS Hydra 到 哺乳 动物 Caspase 普遍 存在 ， 
但 其 数目 在 不 同 物种 间 差 异 很 大 ,其 中 线虫 中 已 经 
发 现 4 个 (Shaham，1998 ) , 18$ Z€ Actiniaria 中 5 个 ， 
Hà S Drosophila melanogaster 中 7 个 (Kumar and 
Doumanis, 2000) , [x] EE NV. TE EX Anopheles gambiae 和 
Y A. DT C Aedes aegypti 中 分 别 是 10 个 和 11 个 
( Bryant et al., 2008) ,人 类 Homo sapiens 中 有 12 个 
( Chowdhury et al., 2008; Eckhart et al., 2008) , E (& 
球 海 胆 Strongylocentrotus purpuratus 中 已 达到 31 个 
( Robertson et al., 2006 ) 。 目 前 家 和 奏 中 已 报道 的 有 5 
个 (Zhang et al., 2010)。 这 类 酶 分 为 两 类 一 一 炎症 
反应 组 和 细胞 凋 亡 组 ,其 中 凋 亡 组 又 分 为 起 始 因 子 
和 效应 因子 两 个 亚 家 族 ,前 者 前 体 绪 构 域 由 约 80 或 
更 多 个 氨基 酸 构 成 ,而 后 者 仅 含 有 约 30 TAER 
( Fuentes-Prior and Salvesen, 2004) 。 至 今 , 专 一 性 
Caspase 炎症 因子 似乎 仅 存 在 于 哺乳 动物 中 。 凋 亡 
Caspase 因 了 于 以 无 活性 酶 原单 体形 式 在 细胞 中 合成 ， 
且 拥 有 一 个 共同 结构 域 , 即 前 体 结构 域 和 一 个 名 为 
“ 肽 酶 C14” 的 催化 结构 域 。 其 中 ,催化 结构 域 由 两 
个 亚 单位 组 成 ,大 亚 基 约 20 kDa( p20) ,小 亚 基 约 10 
kDa( p10)。 一 旦 酶 原 的 集 日 水 解 加 工 开 始 , 这 两 个 
亚 单位 形成 异 源 二 聚 体 , 而 活性 Caspase 酶 是 由 两 
个 这 样 的 异 源 二 聚 体 组 成 。Caspase 针对 以 天 冬 氧 
酸 结 尾 的 四 肽 氨基 酸 序列 具有 强烈 特异 的 询 解 活性 
(Talanian et al., 1997; Garcia-Calvo et al., 1999, 
Nicholson，1999 )。 Caspase 特有 的 结合 位 点 
( /s/sHG) 和 活性 位 点 ( Q ARC /0G) ERR T RR 
晶 外 的 物种 中 高 度 保 守 (Dorstyn et al., 1999), 5 
保守 的 催化 结构 域 相反 ,前 体 结构 域 在 Caspase 成 
员 间 存在 显 车 变化 。 

本 人 研究 利用 cDNA Kom Duk X8 ( rapid 
amplification of cDNA ends, RACE) Jr 1 MZA 2p fal 
系 中 扩 增 获得 一 个 家 在 Caspase 新 成 员 ,并 对 其 进 
ÍT RNAi 初步 检测 其 参与 细胞 凋 亡 的 情况 ,为 进 一 
DWR A E FATE HRS UA] T HP RUE HER KE ERI o 


1 材料 与 方法 


1.1 供 试 材料 

家 至 胚胎 组 织 细 胞 系 BmE-SWUI ( Pan et al., 
2005) 由 本 细胞 研究 室 建 立 \ 保 种 。DH5a PRI A 
上 海 生 物 工 程 技 术 有 限 公 司 。 






























































1.2 主要 试剂 

NaCl KCl] Yeast Extract KAT Ej & A HAE A A 
上 海 生 物 工 程 技术 有 限 公 司 。 所 有 引物 均 由 上 海 生 
物 工程 技术 有 限 公 司 合成 。Grace 昆虫 细胞 培养 基 购 
目 GIBCO; 胎 牛 血清 购 目 德国 PAA 公司 ;Trizol 试剂 、 
RACE 试剂 盒 购 目 Invitrogen 公司 ;MgCl, LA Taq fW, 
X-Gal IPTG DNA F Ez 2l £5 1358]  .pMDI8-T 载体 、 
DNA 连接 试剂 盒 及 RNA 酶 抑制 剂 购 目 大 连 宝生 物 
公司 ;M-MLV zoe on e dNTPs 及 T7 RiboMAX 
Express RNAi System 购 目 Promega 公司 ;Trans2K Plus 
DNA. Marker , Jf dil pe 28 3: 14] EI AUS ARA IE 
术 有 限 公 司 ; 胶 回收 试剂 盒 购 目 OMEGA, 
1.3 RÆ BmN-SWUI 细胞 系 总 RNA 的 提取 及 
cDNA 合成 

用 PBS 清洗 密度 为 80% ~ 9096 状态 民 好 的 
BmE-SWU1 家 看 细胞 1 ~2 次 后 加 入 1 mL Trizol, 5$: 
液 。 参 照 Trizol Reagent 试剂 说 明 书 方法 提取 细胞 
总 RNA。 按 照 反 转录 试剂 盒 操作 说 明 合 成 cDNA 
第 一 条 链 。 
1.4 引物 设计 与 RACE 扩 增 

从 NCBI ( http ://www. ncbi. nlm. nih. gov) F 2& 
其 他 物种 Caspase 同 源 基因 , 设 定 E-value 为 0( 由 于 
物种 间 存 在 较 大 差异 ) ,分 别 与 家 奏 9X 基因 组 数据 
库 、 和 蛋白 预测 数据 库 、EST 数据 库 进行 BlastP 或 
Blastn 比 对 分 析 ; 将 初步 得 到 的 家 到 基因 序列 再 次 
放 到 NCBI 数据 库 ( http ://blast. nebi. nlm. nih. gov/ 
Blast. cgi) 中 进行 在 线 比 对 ,如 采 预 测 家 和 看 基因 和 其 
他 相应 同 源 Caspase 基因 具有 相同 的 结构 域 , 则 该 
家 碍 预测 基因 则 被 认为 是 家 和 在 Caspase 同 源 基因 。 
TE WEE REP RR ZR I 条 Caspase 同 源 基因 ,由 
于 该 基因 与 其 他 物种 Caspase 家 族 同 源 基 因 存在 差 
异 , 未 找到 完全 一 致 同 源 物 , 故 命 名 为 BmCaspase- 
X, 根据 预测 的 BmCaspase-X 基因 序列 设计 
BmCaspase-X 基因 片段 引物 ( 表 1) ,以 反 转 录 好 的 家 
fm ZH HE BmE-SWUlcDNA 为 模板 克隆 获得 
BmCaspase-X JEDE] Fr Ez, TEWtGdERli E, L} BmCaspase- 
XX 片段 为 依据 分 别 设计 其 5' 和 3'RACE 引物 ( 表 
1)。BmCaspase-X 片段 的 PCR 扩 增 采用 25 uL 体 
系 ,反应 条 件 为 先 94%C 预 变性 3 min; 然 后 947C 变性 
30 s,50.8% 退火 1 min,72%C 延伸 90 s,30 个 循环 ; 
最 后 72C 终 延伸 10 min。 其 5 和 3 序列 的 殉 隆 严 
格 按照 Invitrogen GeneRacer 试剂 盒 操作 程序 进行 。 
反应 结束 后 , 取 1 pL 反应 液 用 196 BS 33 DR Ve GE be E 
泳 检测 。 然 后 按照 腕 回收 试剂 盒 说 明 进 行 腕 回收 。 
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表 1 本 研究 所 使 用 的 引物 
Table1 Primers used in the study 


引物 名 称 


Prime name 


引物 序列 (5 一 3 ) 


Primer sequence 


用 途 产物 长 度 (bp) 


Primer usage Product size 





BmCaspase-X_F 
BmCaspase-X_R 
GeneRacer 5' R 
GeneRacer 5n' R 


ATGGACAGTGACGAAAATCAATTAC-3" 
TlTAGATGACTCGCTTATCGCCG 


CGTCGCTCGATCCGTGCGTAAGT 
GATTCAACGTCCTTCTCCGTACCTT 


GeneRacer 3' F 
GeneRacer 3n' 下 


AGGCATGCAGGGGCAA AGAGGAGAT 
TTACTCCGGGAAACCATCACACAG 
BmCaspase-Xi, F 
BmCaspase-Xi R 


GAAGAACGCTTTGTTAATAT 
TTTCCTCAGATACAACTTTC 


将 回收 产物 与 pMD18-T 载体 16Y 连接 过 夜 , 转 化 到 
KITE DH5o 感受 态 细胞 ,经 蓝 白斑 筛选 后 挑 阳 
性 菌落 提取 质粒 ,通过 PCR 和 双 酶 切 检 测 后 送 上 海 
英 峻 基因 有 限 公 司 测序 。 
1.5 生物 信息 学 分 析 

通过 CenBank 数据 库 下 载 其 他 物种 Caspase 家 
族 成 员 蛋 白 序列 利用 本 地 Blast 程序 同 家 看 基因 组 
9X 数据 库 、 家 和 蛋 EST 数据 库 和 CDS 数据 库 进 行 比 
对 分 析 ; 蛋白 质 多 序列 比 对 分 析 使 用 Clustal X 
(1.83) .基因 ORF \ 酶 切 位 点 分 析 使 用 BioPdit , 25 26 
进化 树 的 构建 使 用 MEGA4.0 CP ; 58 EI JR ns AJ JR 
A5 Fi, ex. IPs R DC B5 T S al f HL AL P ERTER 
http :// www. expasy. org/ prosite , http :// www. expasy. 
org/tools/pi. tool. html 和 http://www. cbs. dtu. dk/ 
services/ IMHMM/, 
1.6 dsRNA 的 合成 

以 获得 的 BmCaspase-X 为 依据 ,设计 dsRNA 5| 
物 ( 表 1)。 以 验证 测序 后 的 菌株 阔 液 为 模板 , 扩 增 
含有 功能 结构 域 催化 中 心 区 段 , 并 采用 切 胶 回收 的 
方法 纯化 PCR. 产物 。 然 后 依 此 为 模板 , 用 T7 
RiboMAX ”Express RNAi System 合成 试剂 盒 合 成 
dsRNA, 
1.7 dsRNA 细胞 转 染 及 其 细胞 周期 检测 

分 别 设 BmE-SWU1 正常 细胞 对 照 组 .dsRNA 转 
染 组 .dsRed 转 染 组 和 转 染 试剂 组 , 每 组 3 个 复 孔 。 
选用 6 孔 细 胞 培养 板 ,每 孔 置 2 x 10 个 细胞 ,12 h 
后 采用 Lipofectamine“2000 试剂 (Invitrogen) 进行 转 
染 , 具 体操 作 严 格 按 看 试剂 说 明 书 执行 。 

dsRNA 转 染 细胞 48 h 后 ,收集 细胞 ;经 PBS( pH 
7.4) RUE 2 W, Hl 7096 o CERF I, 40 P log 
48 h; 随 后 用 PBS 洗涤 2 次 ,将 10 28S T: 200 uL 
结合 缓冲 液 中 ,加 入 10 pL Annexin V-FITC 和 5 pL 
PI, 轻 轻 混 勺 后 室温 避 光 反应 15 min; 最 后 加 入 300 

















BmCaspase-X 片段 扩 增 


ie sad 1 202 
Amplification of BmCaspase-X fragment 
BmCaspase-X 5'5gj3) 1% 一 
Amplification of BmCaspase-X 5' end 1 041 
BmCaspase-X 3'9gj3) 1% - 
Amplification of BmCaspase-X 3' end 665 
BmCaspase-X 干扰 片段 扩 增 T 


Amplification of BmCaspase-X interferenced fragment 

AL 284 RIPI , N EA 29 81 D] T E r6 o 
c 

2 结果 


2.1  BmCaspase-X 的 克隆 及 序列 分 析 

以 BmE-SWU|] cDNA 为 模板 , 扩 增 获得 
BmCaspase-X 全 长 为 2 105 bp( 图 1) ,包含 了 完整 的 
开放 阅读 框 (图 2)。 利 用 本 实验 室 建 立 的 家 看 OX 
基因 组 数据 库 网 站 (http://silkworm. swu. edu. cn// 
silkdb/) 上 的 基因 组 数据 信息 ,对 BmCaspase-X 进行 
染色 体 定位 分 析 ,结果 显示 该 基因 定位 在 家 鼻 第 20 
号 染色 体 上 。 其 ORF 长 1 494 bp ,编码 497 个 氨基 
酸 , 分 子 量 为 57.8 kDa ,等 电 点 为 5.29。 在 线 结构 
域 分 析 表 明 ,在 BmCaspase-X 的 第 138 TAHER EI 
第 379 个 氨基 酸 之 间 , 有 一 个 称 为 CASe 的 保守 结 
构 域 ,其 中 第 138 -260 位 氨基 酸 之 间 为 大 亚 基 位 置 
所 在 ,第 281 -379 位 氨基 酸 之 间 为 小 亚 基 位 置 所 
在 ,特异 的 五 肽 结构 域 位 于 第 247 -258 位 氨基 酸 间 
CEA 

利用 MEGA4. 0 软件 邻接 点 法 构建 的 
BmCaspase-X 与 其 他 物种 Caspase 凋 亡 因子 系统 发 
育 树 显示 ，BmCaspase-X Eb 76-43 XA KIAT A F 
ICE 聚 在 一 起 ,随后 与 具有 目 我 激活 能 力 的 起 始 因 
子 Caspase-8 同 源 物 具 为 一 大 类 。 
2.2  BmCaspase-X 干扰 后 BmE-SWUI 细胞 凋 亡 
检测 

BmCaspase-X dsRNA 转 染 BmE-SWUI 48 h Jr jfi] 
CAREA V oz A zs C E] 4) :各 处 理 组 G1 期 细胞 
百分率 分 别 为 80. 1496 ,76. 5796 ,76.43% 和 79.77%; 
G2. 期 细胞 百分率 分 别 为 6. 68% ,8. 65% ,7. 51% 和 
6.5496 ;S 期 细胞 百分率 分 别 为 13. 18% ,14. 78% , 
16.0596 和 13. 68% ; 细胞 调 亡 率 分 别 是 38. 73% , 
35.7196 ,39.72% 和 41.31% , Y? 检验 结果 显示 :与 对 
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图 1  BmCaspase-X 全 长 克隆 PCR 电泳 结 
Fig. 1 Electrophoresis of PCR product of full-length cDNA of BmCaspase-X 
A; BmCaspase-X }- Bt PCR 产物 PCR product of BmCaspase-X. M; Trans2K Plus DNA Marker; 1 -2: BmCaspase-X H E BmCaspase-X fragment. 
B: 3'9gj PCR 产物 PCR product of the 3' end. 1 -2: 3'9j; Fr Ez 3' end fragment. C; 5^9; PCR 产物 PCR product of the 5' end. 1 -2: 5'9g Fr Ex 5' 


ggacactgacatggactgaaggagtagaaaattcacccatacacaggaaaaaagcgcaatctggaaaagataattgaaatgcaacttagtatttagcaacttagcataatatatacatac 
taattgctgatattagacacataaagacggatattcacgaatagttttaaagtcttatctatctttgcaacaagtttcaaagaataaaatttctttaaategcattcaagtttagatgtc 
aaaagaactcaagaaaatggtaagtaatatgagtaaaaaaatgatttttgcaaaaactaatgagattttttacaaattttcaagcgaacttaaagcatacctagttcctgtattttttta 
ttttaaattacgtcatcaacaaaagaacgaccgatgaaaaccgctatcgaatttgataagatataccgcagteggcagagtttegataaaggaccaatagttagt tcaatttcattacac 
qtataaaacagtctcattgaattttaaatgaaaaatatagttacattaaatcgaaaaagtccacgaa 

ati gacagtgacgaaaatcaattacaaacgaattctaaaacaaagaacaagcgtaagaaatatttgaaacgcagcaaagaggttgaatatgacttgaaagatgctgtagaagcattcgat 
ADSD EM 0853818 BB RA ER TLALARRS EE ELTPBRL RB 8.at"nar3 
gaagcgttggaattgactgaaaacgaacaagacaatgtaacatccgatgaagctgttgaaagcgtgtttgtegacgctatcatgaaaacaccaccaaaattgcttcacccacaaaaagtt 
EBLEILITIEMRMEUSTN S 1I 3à3bERwES.FFPATBBXLITPILLLEPEILS 
atctatccagaacctgtcgaaataccacctgtagagacaaaaaacatcgaagagaaaagggtatcagattcaaaaatcacagatcaagtcgaggagatagaaagt gaaagtaaattttac 
IT ERTITWEETIPTPASIO RANG ERES 499 RCR C WX EG PBIESSE M PT 
aataatagagcgttaacgaaatacgctacgacatacgaattagaaaaatt t gagaagaacgctttgttaatatttaatcaagaaaatatttatggttatagtcctaggaaaggtacggag 
FnEMaUSLIS TO DITE ES i ERA LA IEEMAERNDITAX5 TERT UE 
aaggacgttgaatctttgacagtgacatttcaaaagtttggctttgaagttgtagaacataaggacctaactaaagacgaagttttgaacgaaattaaagaattctcatctagagatctc 
EESESERESL NE EE GWE Hn eb Ra rey e L 
agagactacggctgcatcgggatagcagtacttacgcacggategagcgacggtatgctgagagctaaggacatgcagtatagcgaaaaagagattttacggcattttaaagtacacgac 
RAD SF Gor EATR V ETT 893 NL S RAS N NT VE E EIL T GA On D 
aaaccattcttggtcacaaaaccgaagttcttgataatacaggcatqcaqqqgcaaagaggagatgcagggtgcggcagttttcaggtegggaaagctaaggaaggacttggacgaagac 
ETELOPEUGNU EPI la ca d K dt NQCEAABUFRSEEKLRBEKDLDEDBD 
ttggagccttacgtgttgccaattgaagcggatatgctgatattgcacagttcttactécgggaaaccatcacacaggcacgaagtcgacggatcatggttcatecaatcattgtgcagt 
LL a A A E ICA 8.AX1fi BG» 13 &-RA PS REAL.) :743331 5.3 
aagataaacgaattatcggaaacacacgatttagagtctataataaccgaagtcaaacgagaagtcgccatagatagataccacaaagagt ttaacaggagaacatcggaatacgacatt 
E IBE LE TROD Ee ER EN DE RD 
aacaaacagatgccggttattacttcaacgctcataagaaagttgtatctgaggagatacatggatccgccagtaagccaatgcttgatcaaaccgacgccggcgataagcgagtcatct 
BER NEGLI UL 员 | EI IE l IDHAR&I-PA GE 9 3 
aagaatgaggtgttagacgaatccactecggatacaaatttattggtecaatgcggacaatgtacttgctatttagatcattttcetttacatgaaaagctgtttagagtattatttagaa 
E NOE VS EAD E So 049171 eT D N R E TRAE S AL E T T LTE 
gtacgaccggacgacgaaaccgctctgaatttcttgaaagttgcgaatacgttccagcatttagacgaatttaattcgtcaaaggaacagatggtgacggccatcagtaaatatctaatg 
WATSBREbISUIBMEIL NE tL: aS5:t n'as Tr LA 
aagaacgccgaagggatgcatttttataaatatttgtacttttataaagataapgtgtatttggatttaaaaaaatcaaaaaaaaaaaaaaaaacactgtcatgccgttacgtagcg 
EN DE NMHAT E TL TT YA E 


图 2  BmCaspase-X 的 核酸 和 氨基 酸 序 列 


Fig. 2 Nucleotide and deduced amino acid sequences of BmCaspase-X 


紫色 和 矩形 框 内 分 别 表 示 该 基因 ORF 的 起 始 密 码 子 和 终止 密码 子 ; 红色 矩形 框 内 为 五 肽 特征 序列 ; 红色 划 线 处 为 Poly (A) 尾巴 ; 括号 内 为 
催化 结构 , 其 中 双 回 箭头 处 表示 大 小 亚 基 的 分 界 。Purple rectangle represents the initiation codon and stop codon of the gene; red rectangular box 





represents the five peptide sequences; red line represents the Poly ( A) tail; the brackets represent the catalyst structure, and the bidirectional arrows 


indicate the demarcation point of the big or small subunit. 


照 处 理 相 比 ,3 个 处 理 组 细胞 凋 亡 率 尸 值 均 大 于 0.05， ” 亡 网 络 之 间 起 到 关键 调控 作用 的 细胞 内 蛋白 酶 家 
细胞 凋 亡 变化 均 不 显 普 。 这 一 结 末 表明 ,BmCaspase-X 族 。 依 据 它们 的 功能 可 分 为 凋 亡 因子 (如 哺乳 动物 








表达 变化 并 没有 引起 家 和 奏 细 胞 凋 亡 的 改变 。 中 的 Caspase-3,-6,-7,-8 及 -9) 和 炎症 因子 (如 人 类 


3 讨论 


Caspase 家 族 是 


中 的 Caspase-1,-4,-5 及 -12 和 小 鼠 中 的 Caspase-1 , - 
11 及 -12 ) , 而 Caspase-2,-10 和 -14 的 功能 几乎 不 能 
定位 。 其 中 ,参与 调 亡 的 Caspase 因子 可 以 依据 其 


一 个 能 够 在 炎症 反应 和 细胞 死 作用 机 制 分 为 起 始 因 子 (Caspase-8 和 -9 ) 和 执行 因子 
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图 3 基于 氨基 酸 序 列 构 建 的 Caspase 凋 亡 因子 系统 发 育 树 (邻接 法 ) 
Fig. 3 Phylogenetic tree of apoptotic Caspase based on the amino acid sequences ( neighbor-joining method ) 
Bm; XÆ Bombyx mori; Ce in Cecaspase4 ; ZU X3 Jj lE Colias eyrytheme; Ce in CeCED-3 : 秀丽 隐 杆 线虫 Caenorhabditis elegans; Dm; ja RW 
Drosophila melanogaster; Dp: 拟 暗 果 晶 Drosophila pseudoobscura; Gg: 家 鸡 Gallus gallus; Gm; KIRI. Galleria mellonella; Hs: 人 Homo sapiens; 
Rn: BR Rattus norvegicus. 进化 树 分 支点 数值 代表 1 000 次 循环 检验 置信 和 度 ; 标尺 表示 遗传 距离 。The values on the phylogenetic tree branch 


indicate the confidence by 1 000 cycles test. The scale represents the genetic distance. 








(Caspase-3,-6 和 -7)。 目 前 已 报道 ( Chowdhury, 
Tharakan and Bhat,2008 ) 的 Caspase 均 有 5 个 保守 
的 半 胱 氨 酸 位 点 , 即 QACRG ,本 人 研究 克隆 获得 的 家 
dit BmCaspase-X ( 由 于 其 功能 暂 不 确定 , 故 暂 时 命名 
BmCaspase-X) 的 编码 集 日 具有 保守 的 半 胱 氨 酸 位 
点 ,符合 Caspase 的 典型 特征 ,因此 我 们 认为 本 人 研究 
获得 的 BmCaspase-X 确实 属于 Caspase 家 族 基 因 。 
此 外 ,与 炎症 相关 的 Caspase 分 子 的 前 体 结构 域 长 
ERF 100 个 氨基 酸 相 比 , 凋 亡 相关 Caspase 分 于 
的 前 体 结构 域 长 度 则 小 于 30 个 氨 基 酸 ,长 前 体 结构 

















域 往往 含有 明显 的 功能 域 ,如 DED, CARD 或 DID 
等 。 然 而 本 论文 基因 BmCaspase-X 虽然 其 前 导 区 长 
EKF 100 个 氨基 酸 , 但 不 包含 DED 和 CARD 等 结 
构 域 ,因此 根据 前 导 结 构 域 长 短 来 划分 Caspase 类 
别 的 方法 不 太 适 合 该 基因 。 此 外 ,该 基因 功能 结构 
域 后 仍 有 100 个 氨基 酸 左右 , 与 其 他 物种 进行 序列 
比 对 后 也 发 现 同 源 性 不 是 太 高 。 这 些 结果 表明 , 虽 
然 Caspase 分 子 具 有 明显 的 保守 性 ,但 仍 有 多 样 性 
的 存在 。 

H T S t—32 5 BmCaspase-X 的 功能 ,本 人 研 
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图 4 
Fig. 4 Changes in cell cycle and apoptotic rates of BmE-SWUIT 
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流 式 细胞 仪 检测 BmCaspase-X 干涉 后 BmE-SWUL 细胞 周期 及 凋 亡 率 的 变化 


cells after RNAi of BmCaspase-X detected by flow cytometry 


A: 正常 细胞 组 Normal cell group; B: BmCaspase-X dsRNA 处 理 组 BmCaspase-X dsRNA treatment group; C: dsRed 组 dsRed treatment group; D: 
转 染 试剂 组 Transfection reagent treatment group; G1; DNA 合成 前 期 The early stage of DNA synthesis; S; DNA 合成 期 The stage of DNA 


synthesis; G2; DNA 合成 后 期 The late stage of DNA synthesis. 


KRH RNAi JUN , 36 UI: HE DS] 53 26 c HC E DAT [e] 


源 性 较 低 的 功能 序列 片段 作为 基因 沉默 半点 。 目 前 
结 末 表明 该 基因 沉默 未 能 引起 家 和 在 细胞 凋 亡 的 改 
45, Caspase 家 族 基因 除了 凋 亡 功能 外 还 具有 其 他 
功能 ,如 参与 炎症 反应 等 , 据 此 不 能 排除 该 基因 具有 
其 他 功能 。 而 且 , 系 统 发 育 进 化 分 析 绪 采 也 印证 了 
点 :BmCaspase-X KR T E] =Æ E KJ Caspase-4 RH 
一 小 类 外 ,还 同 具 有 长 前 体 结构 域 的 起 始 因子 
Caspase-8 的 昆虫 同 源 物 dredd 以 及 Strica/ Dream 和 
Damm 聚 为 一 大 类 。 夯 外 有 报道 指出 ,一些 Caspase 
基因 向 除 动 物 模型 表现 出 明显 的 无 凋 亡 现象 ,例如 
果 晶 的 Strica/ Dream( Cooper et al., 2009) 。 此 外 , 细 
胞 凋 亡 网 络 由 多 基因 调控 ,或 许 BmCaspase-X 干扰 
后 很 可 能 有 其 他 具有 近似 功能 的 基因 起 到 补充 作 
用 。 因 此 ,本 课题 组 将 会 采用 其 他 方法 来 更 深入 的 


会 
研 守 该 基因 的 具体 功能 。 
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